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論 文 内 容 要 旨
序章
根 粒 菌 は 、マ メ科 植 物 に根粒 形 成 を誘 導 し、 そ の 中 に共 生す る性 質 を有す る一 群 の グ ラ
ム陰 性 の土 壌細 菌 であ る。 共 生状 態 の根 粒菌 、 す なわ ちバ クテ ロイ ドは、分 子 状 窒 素 をア
ンモ ニ ア に変換 す る窒 素固 定作 用 を営み 、地 球 上 の窒 素循 環 や 農 業 生産 上 に重 要 な役割 を
果 た して いる。
根 粒 菌 はPr砿eobac亡eがaのα一subdivisionに属 す る 細 菌 で あ り 、Rhfzobluln、
5加orh∫zoわfum、Azorhlzob加m、Mesorねjzobfum、Bradyrhlzob拍mの5属に分類 され
る 。Rhfzobfαm、5∫norhfzob加m、Azorhfzob加m。耽sorhセoblurnは培 地 中 で の生 育
が 早 く、Bradyrh∫zob如mは生育 が遅 い事 が知 られ て い る。Mεsorわfzob如mの一 部 菌株
を除 き 、生 育 の早 い根 粒 菌 で は、植 物 との相互 作 用 、共 生 に関 わ る遺伝 子 は プ ラス ミ ド上
に存 在 し、M台sorhfzobfUlnの一 部 菌 株 とBradyrhfzobfumでは染 色 体 上 に 存 在 して い
る。
ダ イ ズ に 根 粒 を 形 成 す る ダ イ ズ 根 粒 菌 と し て はBradyrhlzobfロm/aponfcum、
Bradyrh∫zobfumelkanlf、S加O」r配zoわ加m丘edlfが知 られ て い る 。Bradyrhfzob加mは
生育 が 遅 く、低 栄 養環 境 に適 応 可 能 で 、脱 窒 能 を持 ち 、 根粒 バ ク テ ロイ ドのviabilityが
高 いな どの 点 で 、Rhfzob加m属な どの生育 の速 い根 粒 菌 と大変 異 な って い る こ とが知 ら
れ て いる。 分子 進 化 系統 上 、B.ノapopfoumは、Rhlzoわ∫um属根粒 菌 よ りもむ しろ土 壌低
栄 養 細 菌Agromonasolfgo亡rophlca、亜 硝 酸 酸 化 細 菌 八げ亡robac亡oム淡 水 低 栄 養 細 菌
Blasめbac亡orと非 常 に近 縁 で あ るた め 、B.ノaponfcumは低 栄 養 条 件 に適応 した 土壌 細 菌
ー
が マ メ科植 物 との共 生能 を担 う遺 伝 子 を後 に獲得 した の で はな いか と推 定 され て い る。 こ
の よ うに、 ダイ ズ根 粒 菌 は、 そ の生活 史 の 中 に典 型 的 な土 壌細 菌 と して の単 生 生活 と宿 主
植 物 との共 生 生活 の二 つ の姿 を兼ね 備 え た興 味深 い研 究対 象 で あ る。
同 じ種 の根 粒 菌 で あ って も、土 壌 に生息 して いる根 粒 菌 は 、遺 伝 的、 生理 的 に多 様 で あ
り、様 々な方 法 によ る土着 根粒 菌 の識別 、分 類 が試 み られ て きた 。例 え ば、 ダ イズ 根粒 菌
を分 類 、識 別 す る方 法 と して 、血 清 型 分析 、潜 在 的 抗 生 物 質 耐 性 能 、脂 肪 酸 組 成 、 蛋 白
質電 気泳 動 パ ター ン、 フ ァー ジ の感 受 性 、 リゾ ビ トキ シ ン生 産 能 、 ヒ ドロゲ ナ ー ゼ活 性
等 が 用 い られ て きた 。 ま た 、 分 子 遺 伝 学 的 な方 法 と して 、REP(repetitiveextragenic
palindromicconsensussequence),ERIC(entrobacterialrepetitiveintergenic
consensussequence)PCRパター ンの 比較 、挿 入 配 列(Insertionsequence:IS)様構 造
の ダ イ ズ 根 粒 菌 の 反 復 配 列RSα,RSβ を 用 い たRFLP(restrictionfragmentlength
polymorphism)、RSαPCRなどが 行わ れて い る。
本 研 究 で は 日本 の土 着 ダイ ズ根 粒 菌 の遺 伝 的 多様 性 を調べ る 目的 で、 反復 配 列RSα と
RSβをプ ロー ブに用 いて 各地 の圃場 か らの分 離株 の フ ィンガ ー ブ リン トの解 析 を試 み た。
そ の過 程 で 、そ のゲ ノム 中に反復 配 列 が前例 のな い ほ ど極 め て多 コ ピー存 在す る と考 え ら






日本 各 地 の6圃 場 よ り単 離 さ れ た ダ イ ズ 根 粒 菌(Brad蜘fzoわ加m/aponfcαm、B.
elkan扮213株の遺 伝 的 多 様 性 を検 討 す るた め に 、 挿 入 配 列 様 構 造 の 反 復 配 列RSα と
RSβを プ ロー ブ と したサザ ンハイ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った。 得 られ た フ ィ ンガー ブ リ
ン トは 、 同一 圃場 内 の株 間 にお い て も異 な って お り、そ の多様 性 の程 度 は圃場 によ り異 な
る こ とが 明 らか とな っ た。 そ の過程 で ボ通 常 の ダイ ズ根粒 菌 と比 較 してRSα とRSβのハ
イ ブ ダ イ ゼ ー シ ョンバ ン ド数 が 異 常 に増 加 して い る株 が 見 出 さ れ 、HRS株 と名 付 け た
(Fig.1)a
ゲ ノ ム 中 のRSα 、RSβの コ ピ ー数 に つ いて 推 定 した と こ ろ、non-HRS株に お い て 『
RSαは7か ら12コ ピー 、RSβは2か ら9コ ピー で あ るの に対'し、新 潟 の 圃場 よ り単 離
され た 新潟 タイ プHRS株 で はRSα が86か ら175コ ピー(平 均128コ ピー)、RSβは22
か ら45コ ピー(平 均33コ ピー)存 在す る こ とが 明 らか とな った(Table1)。
第二章 ダイズ根粒菌HRS株の遺伝生態的特徴の解析
ダイ ズ 根 粒 菌HRS株 は、挿 入 配 列 様構 造 の反復 配 列RSα とRSβ をゲ ノム 中 に非 常 に
多 数 保 持 して いた。 挿入 配列(lnsertionsequence:IS)は、様 々 な細 菌 の染 色体 、 プラス
ミ ドな どに 見 られ る可動 性DNA因 子 の最 小 単位 で あ る。挿 入 配列 は挿 入 ・欠 失 ・逆 位 ・
レプ リコ ン融 合 とい った種 々のDNA再 編成 を起 こす ことか ら、細 菌 の環 境適 応 や進 化 に
重 要 な 役 割 を果 た して い る可能 性 が あ り、 また 、挿 入 され る部位 に よ り遺 伝 子 を活 性化 さ
せ た り逆 に 不活 性化 させ る こ とも知 られ て い る。
多 数 の挿 入 配列 を保 有 す る こ とが報 告 され て い る他 の細 菌 と して 、 フ ィ ンガー プ リン
トが継 代 培 養 に よ り変 化 す る高 塩 古細 菌Halobac亡er加mspp。、発 酵 転 換 を起 こす 酢 酸 生
産 菌Ace亡obac亡orpas亡eurfanσs、複 数 の 染 色 体 を 持 つ 日 和 見 感 染 菌Bロrkholderfa
cepada、赤 痢 菌Sね1gelladesen亡erゴae等が知 られ て い る。 しか し、 ダイ ズ 根粒 菌HRS
株 のよ うに、1種 類 の挿 入配 列 を百 数 十 コ ピー 保有 して い る もの は 、報 告 され て い な い。
そ こで 、 ダイ ズ根 粒 菌HRS株 とnon-HRS株の生 育 速度 の検 討 、 由来 、 系統 分 類 的位 置
一613一
の特 定 を行 った 。
HRS株22株 、non-HRS株11株 につ いて培 地 中 にお ける世 代(倍 加)時 間 を測定 した
とこ ろ、non-HRS株は約5.8か ら7.2時間 で あ るの に対 し、HRS株 は約8.3か ら11.8
時 間 と、HRS株 の生育 速度 は低 下 して いた(Table2)。
次 に、HRS株 の 由来 を明 らか にす るた め に 、単 離 され た ダ イ ズ根 粒菌 の血 清 型 の 分 析
を行 っ た と ころ、non-HRS株 とHRS株 は単 離 圃場 ごとにそ れ ぞ れ 同様 な 血 清型 パ ター
ン を示 した(Fig.2)。HRS株が 、B.ノapon∫cロm、B,elkanlf以外 の別 種 で あ る可能 性 が な
い か 検 討 す る た め 同一 圃場 のHRS株2株 、non-HRS株1株 、 計 三 株 を 選 び 、16S
rRNA遺伝 子 の塩 基配 列 を決 定 した 。そ の結 果 、HRS株 はB。ノaponfcumのク ラス ター に
入 り、HRS株 はR/aponゴcumに属 して いる事 が 明か とな っ た(Fig.3)。
各単 離 株 をnffDK遺伝 子(窒 素固 定遺 伝 子)、hupSL遺伝 子(ヒ ドロゲナ ー ゼ遺 伝子)を
プ ロー ブ と して用 いた サザ ンハ イ ブ リダイ ゼー シ ョ ンに供 した と ころ、 通常 株 で はそ れぞ
れ9.5kb、5.9kbのバ ン ドが検 出 され た が 、新潟 タイ プ のHRS株 にはハ イ ブ リダイ ゼ ー
シ ョンバ ン ドの移 動や 重複 が観 察 され た(Fig.4)。
この事 実 は、遺 伝 子 重複や 制限酵 素切 断位 置 の変化 が 起 こった こ とを示 して いた。 この
よ うにDNA再 編 成 が起 こって い る と考 え られ る こと、 系統 的 に はnon-HRS株と同様 で
あ る こと か ら、 「HRS株は 、各 圃場 生 態 系 内 に お いてRSα な どの 挿 入 配列 の介 在 す る
DNA再 編 成 によ り、non-HRS株か ら生成 した」 事 が考 え られ た。
第三章 ダイズ根粒菌HRS株 とnon-HRS株の共生遺伝子領域の比較
共 生遺 伝 子 のハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンバ ン ドの移 動 や重 複 が見 られ た ので 、少 な く とも
これ らの遺 伝 子 領 域 で はDNA再 編 成 を起 こ してい る可能 性 が あ った 。 そ こで 、HRS株
で どの よ うなDNA再 編 成 が起 こった か をDNA配 列 レベ ルで検 討 してみ た。
解 析 の対 象 とす るHRS株 と して 、 窒 素 固 定(n扮 遺 伝 子 ハ イ ブ リダ イ ゼー シ ョンバ ン
ドの移 動 が 大 き く、 ヒ ドロゲ ナー ゼ(hup)遺伝子 ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョンバ ン ドが重 複 し
て い るNK6株 を選択 した。NK6株 のゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー を作 製 し、nf1DKEN遺
伝 子 、hαpSL遺伝 子領 域 を含 む ク ロー ン を選択 し、物 理地 図 の作製 、DNAシ ー クエ ンス
を行 い詳 細 に検 討 を行 った。
NK6株 のnffDKEN遺伝子 領 域 を中心 に約25kbの 塩 基配 列 を決 定 し、B.ノaponfcum
non-HRS株USDA110の共 生遺 伝 子 領 域(400kb)(Fig.5C)の塩 基 配 列 と 比較 した 。
NK6株 で は、nffXの下 流 の オー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム(y4yp)とnf摺間 に、挿 入 配
列 の入れ 子 構 造 がみ られ 、 これ に よ りnff遺伝子 領 域 が分 断 され て いた 。 また 、nffD上流
側 とnflsの下 流 側 は 共 生領 域 に無 い配 列 に切 り替 わ って いた(Fig.5A)。nff領域 と他 領




ていた。一方の領域(10cus1)は、構造遺伝子 加p5と 加pL間 にRSαが挿入されてい
た。もう一方の領域(10cus2)では、欠失により、上流側のhupP遺伝子とhupUの間に
欠失が認められ、また下流側はhupDで中断 していた(Fig.6)。
れ払hσp両 遺伝子領域で挿入配列 の挿入は遺伝子間領域に起 こってお り、オープン
リーディングフレームを破壊 していなかった。塩基配列が共生領域に無い配列に切 り変わ
っていたことか ら、共生領域の外側との大規模なDNA再 編成が起 こったことが示唆され
た。nゴf遺伝子領域 と他領域との接合部分の末端塩基配列CTAGに ついては、挿入配列や
トランスポゾンの単純な挿入では説明することができなかった。




HRS株では半分 ほどに減少 している傾向が見 られたが、活性は失われていなかった
(Table3)。従って、HRS株はn蕉 加p領 域はDNA再 編成を起こしているが、それ らの
機能は保存されていることが明らかとなった。
第四章 スナップバック法を用いたダイズ根粒菌HRS株 からの挿入配列の単離
第一 章 にお いてHRS株 に は 挿 入 配 列RSα、RSβ が多 コ ピー存 在 して い る事 を明 らか
に した。 微 生 物 は 通 常ゲ ノム 中 に数 種 類 の挿 入 配 列 を保 有 して い る。 そ こで、HRS株 に
存 在 す るRSα、RSβ 以 外 の挿 入 配 列 の単離 を試 み 、RSα、RSβ と同様 にHRSで コ ピー
数 が増 加 して い るか否 か 検 討 を行 っ た。non-HRS株 、HRS株 に対 し大 坪 らの逆 方 向 反
復 配 列 単 離 法(ス ナ ップ バ ッ ク 法)(Fig.7)を行 っ た 。 そ の結 果HRS株 にの み 複 数 の
DNAduplex断片 が 検 出 さ れ た(Fig,8)。そ れ らの 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ し、 両 末 端 の
DNAシ ー クエ ンス を決 定 した 結 果 、 末端 逆 転反 復 配 列(TIR)を持 ち、 既知 の挿 入 配列 と
相 同性 のあ る挿 入配 列 様 配列 がRSα、RSβを含 め て7種 類 単離 され た(Table4)。ダイ ズ
根粒 菌 ゲ ノム 中で の分 布 を検 討 した と ころ、新規 に単 離 され た挿 入 配列 様 の 因子 は いず れ
もRSα、RSβと同様 にnon-HRS株 と比較 してHRS株 で コ ピー数 が 増 加 して いた(Fig.
9)。また、 そ の 中 の1つ 、新 規 のIS1631はHRS株 に のみ存 在 しnon-HRS株には存 在
して いな か った(Fig.10)。
Is1631の全塩 基 配 列 を決 定 した と ころ(Fig.11)、トランスポ ゼ ー ス と、転 移 の際 にそ





スナップバ ック法によりHRS株か らのみDNA断 片が検出されたことは、HRS株での
み比較的近い距離に逆方向の反復配列が存在することを示唆していた 。
IS1631がHRS株に特異的に存在 していたことは、IS1631がnon-HRS株に導入され
たためにDNA再 編成を起こした結果HRS株 が生成 した可能性が考えられた。
第五章 ダイズ根粒菌HRS株 に特異的なIS1631の解析
阿 見 タ イ プHRS株 も含 め る と 、Brady酌fzob加m/apon/cumにお い て 、IS1631は
non-HRS株に存 在 せ ず 、HRS株 に特 異 的 に存 在 す る こ とが 明 らか とな った 。 した が っ
て 、IS1631がnon-HRS株のHRS株 化 に 関与 して い る可 能 性 が 示 唆 され た 。そ こで 、
TIRや トラ ンスポ ゼ ー ス等 の構 造 的 特徴 か ら挿入 配 列 で あ る と考 え られ たIS1631が、実
際 に転 移 能 を有す るのか 、 また、 どの よ うなDNA再 編 成 を起 こす 挿入 配 列 で あ るか の検
討 を行 った 。
pACYc184由来 の プ ラス ミ ドpMT299(Fig.13)上に2つIs1631をカナ マイ シ ン耐 性
遺 伝 子 の両 側 に逆 方 向 に配 置 した プ ラス ミ ドplM17、plM18を構 築 し、 大腸 菌 内で プ ラ
ス ミ ドR388と共存 させ る こと によ って 、R388上に 生 じ る変 化 を解 析 した(Fig.14)。そ
の結果 、plM18を用 いた場 合 、カ ナ マイ シン耐 性遺 伝 子 をIS1631が挟み込 ん だ複合 トラ
ンス ポ ゾ ン、 反対 にベ ク ター側 をIS1631が挟 み込 んだ 複 合 トラ ンス ポ ゾ ンのR388へ の
転 移 は検:出され なか ったが 、2つ の プ ラス ミ ドが融 合 した プ ラス ミ ドと、融 合 後 に解 離 し
た と考 え られ る プ ラ ス ミ ドが 観 察 され た(Table5)。ま た 、pIM19の場 合 も 同様 だ った
(Table6)。した が ってHRS株 よ り単 離 され たIS1631はレプ リコ ン融 合 を起 こす頻 度 が
高 い タイ プ の挿入 配列 で あ る事 が示 唆 され た。
要約
1、 挿入配列RSα、RSβを多コピー保有するダイズ根粒菌Bradyrhjzob加mノ∂o曲1cα加










以 上 本 研 究 によ り、 多 コ ピー の挿 入 配 列 を保 有 す るダ イ ズ根 粒 菌BJaponfcumHRS
株 は、DNA再 編成 によ りnon-HRS株よ り生成 した こ とが示 唆 され 、そ のDNA再 編 成
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論 文 審 査 結 果 要 旨
根粒菌 は,マ メ科植物 に根粒形成す るす る一群 のグラム陰性の土壌細菌である。共生状態 の根粒菌,
すなわちバ クテロイ ドは,分 子状窒素 をアンモニアに変換す る窒素 固定作用 を営み,地 球上 の窒素循環
や農業生産上に重要 な役割 を果 た している。根粒菌 は,分 子進化系統解析 と各種のマ メ科植物 に対す る
宿主特異性 によって分類 され ているが,ダ イズ に根粒 を形成するBrαめ・r配gOδ地那ノ¢ρ0痂Cμ1πは,生 育
が遅 く,低 栄養環境 に適応可能 で,脱 窒能 を持 ち,根 粒バ クテロ イ ドのviabilityが高い な どの点で,
E痂goδ彪配 属 などの生育 の速い根粒菌 と異な ってい る。農業生産上重要なマメ科植物 は,対 応する根粒
菌 の接種が従来 か ら行われて きたな どの理由に より,土 着の根粒菌の多様性 や接種菌の追跡 のため に血
清型分析やDNAフ ィンガー プリン トな どの様 々な菌株識別法が試 み られて きた。
本研 究は,挿 入配列様の反復 配列RSα とRSβ をプローブ として行 ったフィンガープリン ト法 による
日本の土 着 ダイズ根粒菌 の遺伝的多様性の解析 の過程で発 見 された,挿 入配列 を多 コピー保有 したダイ
ズ根粒菌HRS(Highlyreiteratedsequence-possessing)株に着 目し,そ の遺伝生態的特徴 お よびDNA
再編成 について検 討 を行 った ものである。
本研 究では,日 本の6圃 場の土着 ダイズ根粒菌幻3株か らRSα とRSβのハ イブダ イゼーシ ョンバ ン
ド数が異常 に増 加 してい る株 が3圃 場か ら合計21株発見 され,こ れ らをHRS株 と名付 けた。HRS株 の
検出頻度が50%を超える圃場 も見 出された。 ダイズ根粒菌HRS株 とnon-HRS株の基本的 な性質:につい
て比較 を行 ったところ,窒 素 固定活性 ・ヒ ドロゲナーゼ活性 ・根粒形成の共生 に関わ る表現型 はほ とん
ど変化 していないが,単 生状態の生育速度 は低下 していた。 また,血 清型お よび16SrRNA遺伝子の解
析か ら,HRS株 とnon-HRS株は各圃場 に由来するBrα(妥y漉`go伽配ノ¢poπ∫cω7πである ことを明 らか
に した。
サザ ンハ イブ リダイゼーシ ョンによ り,HRS株の η`1DK遺伝子(窒素 固定遺伝子),加pSL遺 伝子(ヒ
ドロゲナーゼ遺伝子)周辺 において,DNA再 編成が起 こっている可能性が示唆 されたので,HRS株NK6
とnon-HRS株USDA110のnifDK遺伝子 とhupSL遺伝子領域 の塩基配列 を比較 した ところ,HRS株 に
おいて遺伝子間への挿 入配列 の転位や共生領域 の外側 との大規模 なDNA再 編成が実際 に観察 された。
スナ ップバ ック法 によ り,1{RS株か ら新たに4種 類 の挿入配列様配列が単離 され,い ずれ もHRS株 で
コピー数が増加 しいた。その中でIS1631はHRS株に特異的に存在 してお り,伝 達性広宿主域 プラス ミ
ドR388を利 用 した遺伝解析 か らIS1631はレプ リコン融合 を起 こす挿入配列である ことが明か となっ
た。
以 上 の よ う に 本 論 文 は,土 壌 環 境 中 に生 息 す る 多 数 の 挿 入 配 列 を保 有 す る ダ イズ 根 粒 菌
Brαのr痂goわ如肌ノαpo痂cμ1πHRS株を発 見 し,そ の生成機構等 を解 明す るための生態学 的,遺 伝学 的
な基礎 を明 らかに した ものであ り,土 壌微生物 や共生微生物の多様化お よび環境適応機構 な どの微生物
生態学の進歩に貢献 する ものであ り,審 査員一同 は本論文提 出者 に博士(農学)の学位 を授与す るに値す
る もの と判定 した。
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